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大 熊猫 线粒体 DNA 的 九 种 限制 酶 图 谱 


REF Ko k xu 


(Pp I8 RETE Be Be I o REESE BO 


mo 要 


AAA 9 种 限制 性 内 切 酶 (HamH J, Bgl 1, Bel D, EcoR J, EcoRV, Pst f, Pvug, Sal I, 
Xho]) OA MORIS BDUEIEDNA (mtDNA)。 和 构建 其 中 5 种 栈 (BamHI, EcoRI， EcoRV, Ps], 
Prud?) EImtDNA 8E, XEOIDNAGS AR TG 16.4 Kb, MORARMA., RATER AE 
3; dt — b BEST Ac AA Tat DNASE IE EE T de p 
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高 等 动物 线粒体 DNA (mtDNA) 是 共 价 闭合 的 环 状 双 链 DNA (Parker s, 1977), 
4rd Ka 16.5Kb4 4 (Brown, 1983), BMRB (Clayton, 1982) 。 昌 然 其 基因 
组 长 度 及 组 织 结构 十 分 保守 (Brown, 1983) ， 但 一 级 结构 的 进化 却 十 分 活 小 ， 比 典 
型 的 单 拷贝 被 DNA 要 快 5 一 10 倍 (Brown 等 ，1979)}。 由 于 mtDNA 序 列 的 高 度 歧 异性 ， 
可 以 有 效 地 用 以 分 析 种 内 不 同 种 群 及 近 缘 种 间 的 进化 关系 “ 张 亚 平 等 ， 待 刊 ，Brown， 
1980, Yonekawa*, 1988), 

XA (Ailuropoda melanoleuca) 是 我 国 特 有 的 珍稀 动物 ， 其 生物 学 特性 和 系 
统 进 化 的 研究 受到 人们 的 普遍 关注 。 虽 然 近 年 来 在 形态 学 、 染 色 体 和 蛋白质 等 不 癌 水 平 
上 已 做 了 不 少 工作 ， 积 累 了 大 量 的 资料 ， 但 有 关 其 分 类 地 位 ， 仍 然 众 说 纷 红 ， 没 有 一 致 
的 结论 。 有 人 把 它 归 于 能 科 (Ursidae) ， 也 有 人 将 它 划 归 滨 能 科 (Brocyonidae) ,还 
有 大 建议 把 大 熊猫 单独 列 为 一 个 科 ， 即 大 能 狼 科 《王将 克 ，1974; HAs, 1988, dE 
Xp, 1974, O'Brienf$, 1985, Sarich, 1973, wurster-Hill & Burb, 1980) 。 Bii 
从 分 子 进攻 的 角度 提供 一 些 新 的 资料 是 十 分 必 杰 的 。 


材料 和 方法 


1. 材 料 ， 刚 死亡 大 熊猫 的 肝脏 ， 由 成 都 大 熊猫 繁 育 基 地 提供 。 
2。mtDNA 提 取 和 限制 酶 消化 ， 按 本 实验 室 改 进 的 方法 KEFF, FPD, RE 


* 本 工作 得 到 戏 者 大 甬 猎 黎 育 基地 和 内 川 天 学 纽 蝶 研究 室 同 志 的 支持 和 帮助， 特此 下 谢 ! 
本 文 得 到 中 国 科学 院 重 大 项 下 一 一 野生 动物 细胞 谋 的 建立 及 丹 用 课题 资助 。 
ÆI 8 7] 8 日 收 到 ，1990 年 1 月 20 日 修 回 。 
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mtDNA 样品 ， 并 用 限制 福 内 切 散 BamTi 1, Bell, Bg] f, EcoR], EcoRY, PstH, 
PvuE, Sal I 和 Xho | 作 单 酶 各 双 酶 消化 。 

3. 琼 脂 精 凝 通电 泳 ， 配 制 0.9% 的 琼脂 糖 平 板 凝 胶 。 电 沪 缓 促 液 为 0.089M Tris- QN 
B-0.002M EDTA pH 8.0。 电 泳 电压 为 3V/cm, 室温 下 电泳 14 小 时 , 省 化 乙 锭 (2hg/ ml) 
Ree, MIA FRR. TR. 

4.8 le HB ae, Hind E /EcoRI/ADNAGE HDT RRL. 按照 各 
片段 的 分 子 量 的 对 数 与 其 相对 迁移 率 的 倒数 绘制 标准 曲线 ， 测 定 未 知 片段 的 分 子 量 。 





结果 与 讨论 


首先 用 9 种 限制 性 内 切 酶 (BamH], Bell, Bgl f, EcoR{, EcoRY, PstI, 
PvuE, Sal], Xho) 分 别 分 析 大 和 甬 猎 的 miDNA， 电 泳 图 谱 见 图 1, 各 片段 的 大 小 列 
ËL, 


EcoR I 


Bel I 
EcoR I 
Bel I 


Xho I 


EcoR V 


Sal Í 
Bel II 
Pvu JI 
Sal 1 
Bgl il 
Pvu II 





图 1 XAMEmIDNAUSSS3 
Fig. 1. Restriction patterns for mtDNA from giant panda digested with single-enzyme 


2 3 ak RR, A ER dU ORDNA BY AL PR dO FE FE 7 ait 
表 1 XMISEmIDNAMNARES FL RK 
Tab. 1. Restriction fragment sizes of mtDNA digested 
with single enzyme for giant panda 


en 








RS ME KEK 
Enzyme Fragment Sizes (Kb? 
BamH [ 10.0 3.2 3.2 
Pst T 14.0 2.4 
BglI 16.4 

EcoR I 9.2 4.6 2.6 
Xho I 0.4 4.2 2.8 
EcoR V 9.3 3.6 3,5 
Sal J 16.4 

Bet E 16.4 

Pyu I 9.5 6.9 





Ha Ep 


进一步 用 双 酶 消化 进行 分 析 ， 电 泳 图 谱 见 图 2 ， 各 片段 大 小 列 为 表 2 。 


EcoRI/Sal I 
EcoRI/Bgl I 


EcoRI/Sal 1 
EcoRI/Bg] I 


EcoRl/BamH I 
EcoRI/Pst I 


EooRI/BamH I 
EcoRI/Pst I 


EcoRI/Bg] II 
EcoRI Pyn 1I 
EcoRI/EcoR V 
EcoR1/Bgl Il 
EcoRI/Pyu II 
EcoRI/EcoR V 





Be Kiem: DNA rim ES 
Fig.2. Restriction patterns for mtDNA from giant panda digested wilh double-enzyme 
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表 2 ”大陆 猫 mtpDNA 双 酵 解 的 片段 大 小 
Tab. 2. Restriction fragment sizes of mtDNA digested 
with double enzyme for giant panda 














A qi vs RK AY 

Enzyme Fragment Sizes (Kb) 

EcoR J /EcoR V 6.2 3.1 3.0 2.0 (1.5 (0.82 
EcoR [ /Pvt f 6.9 4.6 2.6 2.0 (0.3) 

EcoR J /Bel Y 9.2 4.6 2.6 

EcoR J /Psi I 9.2 2.6 2.4 L.L 1.! 

EcoR I /BamH J] B.D 2.0 2.0 2.0 1.2 (0.5) 
EcoR | /Bgl J 9.2 4.5 2.6 

EcoR [ /Sal [ 9.2 4.6 2.6 





根据 单 酶 与 双 酶 消化 的 数据 ， 构 建 大 熊猫 mtDNA 的 5 种 限制 性 内 切 酶 (BamH I, 
EcoRI, EcoRY, Pst], Prul) isREHBEEHEH 3. 


eu T ub e Pb rP eb re 


A3 xft#mtDAND A Hae EIS 
Fig.3. The linear restriction map of mtDNA from giant panda. 
b: BamH f, Eco RE,Pp: Pst}, r; EcoRV, uPrul. 


各 酶 切 位 点 的 相对 位置 ， 是 根据 双 酶 消化 的 结果 经 计算 确定 的 。 由 于 供 试 烤 料 的 困 
难 ， 获 得 的 数据 尚 不 能 肯定 Bgl 1 、BgLI 、Sal I 和 Xho I 4 $e ABS ES Dig 
只 能 确立 了 5 种 酶 的 物理 图 谱 。 结果 表明 ， 大 熊猫 mtDNA 的 限制 酶 位 点 的 分 布 是 不 均 
义 的 。 这 意味 着 4 种 碱 基 分 布 非 随机 。 这 种 现象 在 人 类 mtDNA PERM (Tajima et 
al. 1982) 。 

由 于 技术 的 限制 ， 叭 以 在 电泳 胶 上 检测 出 一 些 很 小 的 片段 。 但 根据 计算 ， 推测 
EcoRI /BamH [, EcoR TI /EcoR Y 双 酶 解 可 能 分 别 存在 一 个 0,.6Kb 的 片段 。 EcoRI/ 
Pvug 双 散 和解 ， 可 能 存在 一 个 0.3Kb 片 段 。 

本 工作 建立 的 物理 图 谱 仅 是 初步 的 结果 。 今 后 有 必要 使 用 更 多 的 限制 酶 以 建立 更 完 
整 的 大 熊猫 mtDNA 物 理 图 庶 ， 并 与 能 科 和 尝 能 科 的 种 进行 比较 ， 以 进一步 了 解 大 甬 猪 
mtDNA 进 化 ， 为 大 熊猫 分 类 地 位 的 确定 提供 新 的 证 据 。 
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RESTRICTION ENZYME MAP OF mtDNA FROM 
GIANT PANDA (Ailuropoda melanoleuca) 


Zhang Yaping Chen Xing Shi Liming 


(Kunming Instiiute of Zoology, Academia Sinica) 


Mitochondrial DNA from giant panda has been digested with nine enzymes, 
BamH J, BglI, BglE, EcoRI, EcoRV, Pst], PvuE, Sal] and Xho], 
and the molecular weights of the fragments have been determinde. BamHI, 
EcoR I1, EcoRY and Xho] cleave giant panda mtDNA at three pointes yielding 
three fragments, respectively. Digestion with Pst [ and Pvu ] produces two 
fragments, rerpectiucly. Cleavage with Bgl I, Bgl X and Sal [ generates one 
fragment, respectively, Based on analysis of a set of fragments generated by single 
and double-digestions with these restriction endonucleases, BamH I, Pst I, 
EcoR V and Pyu Į cleavage sites were located on the map with EcoR [ sites as 
reference points, The molecular size of mtDNA from giant panda is about 16.4 Kb. 
the distribution of cleavage sites on mtDNA is not random. Our preliminary 
results may bc useful for the evolutionary study of mtDNA from giant panda, 


Key words, Giant panda, Mitochondrial DNA, Restriction map 


